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Figura S4l Experiencia 9. (R8). 72 h.p.i. Lesión
inflamatorio-necrótica con desarrollo de necrosis central
(estrella). El componente inflamatorio predominante es
pol imor-f onucl ear (PMNNs) . Hepatocitos necróticos se observan
en la periferia de la lesión.
Figura 85s Experiencia 9. (R9). 96 h.p.i. Lesión hepática
PAP ( + ) similar a la de la -figura 84, pero sin que se halla
desarrollado necrosis en su centro. Obsérvese como la
reacción PAP (+) es más intensa en la periferia de la
1esion.
Figura 86: Experiencia 9. (RIO). 96 h.p.i. Coexistencia de





en el lumen de
aparentemente granulomatoso alrededor del
(margarita). No puede eliminarse la
que muchas de estas células sean
Obsérvese también la presencia de un trombo
la vena portal como consecuencia de la
vasculitis existente (estrella)
Figura S7s Experiencia 9. (RIO). Lesión hepática mixta (MOs
y PMNNs) con reacción PAP (+) poco significativa en relación
con la gravedad de dicha lesión. El aspecto de estas
lesiones es característico de la -fase de inmunidad
específica. Obsérvese también la presencia de un trombo en
una vena (estrella).

Figura S8i Experiencia 9. (RID. 120 h.p.i. Lesión
granulomatosa PAP < + ). La reacción PAP (+) observada es
claramente intraceluiar. También pueden observarse varias
células de F up f -fer con reacción PAP (•+•) .
Figura 89: Experiencia 9. (R3). 96 h.p.i. Vesícula biliar.
Eliminación de listerias por la bilis.
Figura 90: Experiencia 9. (R9). 96 h.p.i. Lesión
inflamatoria PAP (+) en una glándula suprarrenal. La
inflamación no parece a-fectar a la médula ganglionar.
PAP/H-E.
Figura 91: Experiencia de drenaje lin-fático de Tinta China
tras inoculación i.p.. 3 horas post-inoculacíón. Puede
apreciarse como los conductos lin-fáticos aferentes por los
que se drena el marcador desembocan en los ganglios
esternales craneales del linfocentro torácico ventral.
Figura 92i Imagen microscópica de una sección torácica del
caso mostrado en la -figura 91. Puede observarse la sección
transversal de un conducto linfático aferente lleno de Tinta
China. H-E.
Figura 93: Imagen microscópica de un ganglio mediastínico
perteneciente al mismo caso que las figuras 91 y 92. Se
aprecia claramente la distribución periférica subcapsular,
así como a nivel de los senos medulares, de la Tinta China
procedente de la cavidad peritoneal. H-E.

Figura 94: Experiencia 10. (R13). 70 h.p.i. Necrosis grave
esplénica. Tanto la pulpa blanca (PB) como la pulpa roja
(PR) muestran una muy abundante cariorrexis y cariolisis.
Puntas de flecha: arteria central de la pulpa blanca. H-E.
Figura 95: Experiencia 10. (R15). 95 h.p.i. Ganglio yeyunal.
Grave inflamación y depleción lin-foide -fundamentalmente a
nivel del paracórtex ganglionar (Pe). Obsérvese como la
médula (m) del ganglio no está afectada. H-E.
Figura 96: Experiencia 10. (R15). 95 h.p.i. Inflamación de
evolución necrotizante, PAP (+), en la zona paracortical
(Pe) del ganglio yeyunal. Obsérvese también como la médula
ganglionar (m) no está afectada.
Figura 97: Experiencia 10. (R15). 95 h.p.i. Grave
inflamación (estrellas) de los ganglios mandibulares. La
médula ganglionar (m) no está afectada. H-E.

Figura 98s Experiencia 10. (R15). 95 h.p.i. Ganglio
mandibular con in-flamación PAP ( + ) en el paracórtex
principal mente.
Figura 99» Experiencia 10» <R15). 95 h.p.i. Ampliación del
ganglio mandibular de la -figura 98. El componente
inflamatorio está constituido -fundamentalmente por MOs.
Figura 100: Experiencia 10. (R16) . 95 h.p.i. In-flamación y
necrosis lin-foide masiva de una placa de Peyer. La
existencia de cariorrexis y cariaiisis es muy abundante y
distribuida de manera difusa por toda la placa de Peyer.
H-E.
Figura 101s Experiencia 10. (R15). 95 h.p.i. Inflamación PAP
( + ) y necrosis lin-foide de una placa de Peyer.

Figura 102s Experiencia 10. (RIS). 115 h.p.i. Lesiones
hepáticas con carácter de microabscesos. H-E.
Figura 103; Experiencia 10. (R15). 95 h.p.i. Hígado.
Lesiones PAP (•+-) sin prácticamente reacción inflamatoria
asocíada.
Figura 104: Experiencia 10. (R17). 100 h.p.i. Hígado.
Lesiones inflamatorias (microabscesos) y un microinfarto
(estrella). H-E.
Figura 105: Experiencia 10. (R20). 140 h.p.i. Grave
inflamación del miocardio que prácticamente afecta a toda la
aurícula. H-E.
Figura 106: Experiencia 10. (R15). 95 h.p.i. Múltiples




Figura 107: Experiencia 10. (R14). 70 h.p.i. Reacción PAP
(+) intraceluiar en la médula ósea.
Figura 108: Experiencia 10. (R13). 70 h.p.i. Inflamación
multi-focal de la vena cava en la zona lumbar. H-E.
Figura 109: Experiencia 11. (Rll). 58 h.p.i. A-fección de un
ganglio inguinal superficial con inflamación, depleción y
necrosis linfoide masivas del corte;; y paracórtex
ganglionar. En el seno subcapsular pueden observarse
abundantes células inflamatorias en su tránsito por el mismo
(flechas). Estrella: Linfático probablemente aferente. H-E.
Figura 110s Experiencia 11. (R12). 58 h.p.i. Sanglio
inguinal superficial. Inflamación mixta (PMNNs y Mus)
distribuida por el seno subcapsular (asteriscos) y córtex
ganglionar (c) fundamentalmente. PC: paracórtex. m: médula.
H-E.

Figura 111: Experiencia 11. (R16). 75 h.p.i. Lesión
inf1amatorio-necrótica hepática. La reacción F'AP ( + ) se
localiza -fundamentalmente por la periferia.
Figura 112: Experiencia 11. (R17). 96 h.p.i. Múltiples
lesiones in-f 1 amatori o-necróticas hepáticas. H-E.
Figura 113: Experiencia 11. (R15). 75 h.p.i. Microtrombo
(puntas de -flecha) asociado a una lesión
inf1amatorio-necrótica hepática. H-E.
Figura 114: Experiencia 11. (R17). 75 h.p.i. Lesiones
inf1amatorio-necróticas cusadas directamente por la
presencia de L.monocytogenes y microinfarto (estrellas).
H-E.
w-V«J^ ^ âfe^T^
Figura 119: Experiencia 11. (RIS). 96 h.p.i. Médula ósea.
Reacción PAP (+) intracelular. Obsérvese también la
existencia de alguna nona de necrosis (estrella).
Figura 120: Experiencia 11. (R14). 65 h.p.i. Reacción PAP
(+) intracelular en la médula ósea. A pesar de la abundancia
de reacción PAP ( + ) no se observan signos de in-flamación o
necrosis evidentes.
Figura 121: Experiencia 11. (R13). 65 h.p.i. Reacción PAP
(+) intracelular en la médula ósea.
Figura 122: Experiencia 11. (R18). 96 h.p.i. Glándula
adrenal. Lesiones inflamatorias corticales bien delimitadas
del parénquima adyacente (margaritas). H-E.

Figura 123î Experiencia 13. <R8). 4 d.p.i. Reacción PAP <+)
intracelular en el epitelio intestinal, próximo, o sobre una
placa de Peyer. No se observa reacción inflamatoria aparente
en la mucosa intestinal subyacente.
Figura 124: Experiencia 13. (R8). 4 d.p.i. Visión a más
aumentos del epitelio entérico de la figura anterior.
Obsérvese que las células epiteliales con bacterias PAP <+>
en su citoplasma no muestran signos aparentes de necrosis.
Figura 125 a y b: Experiencia 13. (R8). 4 d.p.i. Control (-)
de la reacción PAP.
Figura 126s Experiencia 13. (RS> . 4 d.p.i. Placa de Peyer.
Presencia de listerias intracelulares en MOs de dicha placa.





Del conjunto de los resultados obtenidos en estas
experiencias puede afirmarse que independientemente de la
vía, serotipo o dosis de inoculación empleadas, la
listeriosis murina experimental se manifiesta
invariablemente como una infección sistémica, y, dependiendo
de su gravedad, como una septicemia. Casos de infección
listérica sistémica, con septicemia, son también
constatables en todas las especies susceptibles a esta
enfermedad (GRAY y KILLINGER, 1966; LADOS y col., 1974;
GITTER, 1985), incluida la especie humana (GRAY y KILLINGER,
1966; MCLAUGHLIN, 1987; MARTH, 1988; NELSON y col., 1989).
En nuestras experiencias L.ivanovii fue capaz de
provocar infección sistémica únicamente por vía i.p., y no
por vía B.C.. En este último caso, a pesar de no demostrarse
lesiones en ningún órgano, L.ivanovii si fue detectada en
gran cantidad en la zona del punto de inoculación. Si bien
no existen experiencias comparables en la bibliografía
consultada, en conjunto, este hecho corrobora la idea
defendida por otros autores del grado intermedio de
patogenicidad de esta especie de listeria (AUDURIER y col.,
1981; HOF, 1984).
De los resultados obtenidos se concluye también que en
la listeriosis septicémica de curso agudo o sobreagudo
constatable en las experiencias realizadas no se observan
manifestaciones clínicas o lesiones nerviosas aparentes.
Esta afirmación es válida tanto para L.ivanovii como para
L.monocytogenes, esta última incluso a dosis letales como
100 x DL50. Aun con algunas excepciones (POHJANVIRTA y
HUTTUNEN, 1985), la mayoría de la bibliografía consultada
confirma esta suposición (GRAY y KILLINGER, 1966; MANDEL y
CHEERS, 1980; DOMINGO y col., 1986; JOHN, 1988). En
contraste con esto, en la infección listérica sistémica de
la especie humana, la meningitis es la manifestación más
característica, y, a veces, incluso la única apreciable de
la enfermedad (GRAY y KILLINGER, 1966; MCLAUGHLIN, 1987; ).
Desde este punto de vista, la listeriosis murina no
constituye un buen modelo experimental para el estudio de la
meningitis listérica, pero, por el contrario, si que es
asimilable a la forma septicémica constatable en todas las
especies susceptibles. La causa o causas de estas diferentes
manifestaciones de la enfermedad en función de la especie,
no se conocen, pero no debe eliminarse la posibilidad de que
parcialmente sean consecuencia de las condiciones
experimentales habitualmente empleadas en el estudio de la
listeriosis murina. En este sentido, el uso de otras vías de
inoculación (v.g. subcutánea) con una menor tendencia a la
generalización precoz de la infección, y el empleo de dosis
de inoculación subletales que provoquen una infección
sistémica de curso subagudo, quizás sean planteamientos
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experimentales más útiles para el estudio y la reproducción
de la meningitis listérica en el modelo experimental murino.
Adicionalmente, no hay que eliminar tampoco la posibilidad
de que la menigitis listérica habitualmente observable en la
especie humana, no sea sino una manifestación más tardía do
una infección sistémica de carácter subclínico e inaparente.
El efecto dosis fue estudiado en relación a los
serotipos l/2a y 4b de L.monocytoqenes. Puede afirmarse que
la variación en el rango de la dosis empleada - desde 0,01
hasta 100 veces la DL50 - se manifiesta principalmente por
un aumento de la mortalidad conforme aquella se incrementa,
hecho este bien documentado en la bibliografía (SELBITZ y
col., 1986).
Otra característica notable de la listeriosis murina
fue la constancia y regularidad de los órganos afectados en
el contexto de la enfermedad, principalmente hígado, bazo y
ganglios linfáticos. La existencia de lesiones en estos
órganos es, en general, constante, variando fundamentalmente
su gravedad más que la existencia o no de las mismas en
función de la dosis. No obstante, con DL50 o lOOxDLSO es
posible observar también la presencia de lesiones en otros
órganos que, aunque por su frecuencia son significativas,
caso de los sistemas cardiorrespiratorio y genital femenino,
son siempre menos características y más inconstantes que las
lesiones observables en los órganos previamente mencionados
(Gráficas 8 y 10) .
En lo referente al estudio de la listeriosis murina
experimental en función de diferentes vías de inoculación,
es conveniente enfatizar que existen importantes variaciones
entre ellas (Cuadros 2 y 3); no sólo respecto de la
patogenia de la infección listérica, sino también en lo
referente al pronóstico y a la existencia de posibles
lesiones secundarias que pueden complicar el curso inicial
de la enfermedad.
Mediante la vía i.p., invariablemente hemos observado
que los órganos más precozmente afectados, y en los que es
posible detectar primeramente la presencia de listerias en
gran cantidad empleando la técnica de PAP, son siempre
ganglios del linfocentro mediastínico.
Sorprendentemente, mientras que ya a 4 h.p.i. son
evidentes importantes lesiones en estos ganglios, por el
contrario, ganglios abdominales como el yeyunal, gástrico u
otros del linfocentro lumbar no muestran signo alguno de
inflamación hasta aproximadamente las 24 h.p.i.. Este hecho
y la observación de que la reacción inflamatoria PAP (+)
(PMNNs y MOs) se distribuía fundamental y constantemente por
el seno subcapsular y los senos medulares ganglionares, nos
indujo a pensar la posibilidad de que la circulación
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linfática aferente peritoneal fuera directamente tributaria
de los ganglios del linfocentro mediastínico.
Experimentos adicionales mediante inoculación de una
suspensión de carbón coloidal (Tinta China) como marcador,
manteniendo constantes la estirpe murina y la pauta de
sacrificio empleadas en las experiencias originales,
confirmaron esta hipótesis. En apoyo de estas observaciones
puede señalarse que este tipo de conexión linfática entre el
peritoneo y el linfocentro mediastínico, ha sido demostrada
también en otras especies (HIGGINS y GRAHAM, 1929). Por otra
parte, una confirmación indirecta adicional de la existencia
de drenaje linfático directo entre el peritoneo y el
linfocentro mediastínico, se deduce del hecho de que en las
experiencias mediante el uso de la vía s.c. como vía de
inoculación no se observó afección inicial de los ganglios
de este linfocentro, siendo pues la existencia de lesiones
en el linfocentro mediastínico una particularidad específica
de la infección por vía i.p..
Así pues, en esta fase inicial, los MOs y los PMNNs -
aparentemente estos últimos en mayor proporción que los
primeros - son las células encargadas de establecer la
primera barrera de defensa contra la infección por la vía
i.p.. La linfadenitis purulenta constatable en estos casos,
y la presencia constante de reacción PAP (+)
intracitoplásmica en estas células confirman esta opinión.
Este hecho, apoya así mismo las tesis defendidas por algunos
investigadores sobre la importancia de los PMNNs en el
establecimiento de resistencia contra la infección listérica
durante las primeras 24-48 h.p.i. (CZUPRYNSKI y col., 1985;
KRATZ y KURLANDER, 1988; DLUGONSKA y col., 1988).
Tras esta etapa inicial en la que MOs residentes e
inflamatorios peritoneales, PMNNs y los ganglios del
linfocentro mediastínico constituyen la primera barrera de
defensa contra la infección, ésta se disemina mediante la
linfa eferente hacia la circulación sanguínea, y, desde
aquí, hacia bazo, hígado y ganglios linfáticos
principalmente. El resultado final del proceso será la
instauración de una infección sistémica, con posibilidad de
evolucionar hacia una septicemia, descrita ya clásicamente
por todos los investigadores que han estudiado esta
enfermedad (MACKANESS, 1962; GRAY y KILLINGER, 1966; MANDEL
y CHEERS, 1980; WIRSING Von KOENIG y col., 1983; SELBITZ y
col., 1986).
De nuestras experiencias se deduce que el hígado
constituye - junto con el bazo - el órgano más
conspicuamente afectado en el transcurso de la listeriosis
murina, siendo la evolución de las lesiones observadas por
nosotros en este órgano, confirmación y ampliación de los
estudios realizados previamente por otros autores (NORTH,
1970; MANDEL y CHEERS, 1980; WIRSING Von KOENIG y col.,
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1983; DOMINGO y col., 1986). Dicha evolución se explica con
precisión en cada una de las experiencias consignadas en el
capítulo de resultados y, particularmente, en los puntos
4.5. y 4.6. de esta tesis. No obstante, creemos interesante
comentar aquí más concretamente algunos hallazgos quo
consideramos importantes.
Una gran ventaja de la técnica de PAP es que, siendo
una técnica menos compleja y sofisticada que la microscopía
electrónica, permite la demostración "in situ" de las
listerias fagocitadas por las células de Kuppfer con notable
precisión. Así, aunque las primeras lesiones hepáticas
significativas se observan hacia las 24-48 h.p.i., tan
pronto como a 4 h.p.i. es posible detectar ya, mediante la
técnica de PAP, listerias en células de Kuppfer por todo el
órgano; y ello en completa ausencia de inflamación. Este
hecho ha sido documentado también por otros investigadores
mediante M.E. (MANDEL y CHEERS, 1980).
Desde los primeros experimentos de Mackaness (1962) el
hígado es reputado como el órgano con mayor capacidad para
inactivar ("aclaramiento") y destruir el inoculo bacteriano.
A este respecto, se acepta que mediante la vía i.V. del
orden del 90% del inoculo es captado y destruido por el
hígado durante los 10 minutos siguientes a la inoculación
(MACKANESS, 1962; MITSUYAMA y col., 1978). Sin embargo,
mediante el uso de la vía i.p., Wirsing Von Koenig y col.
(1983) han demostrado que a 2 h.p.i., solamente del orden
del 10-20% del inoculo es captado por el hígado. Según
nuestras observaciones, es razonable suponer que ello es
debido a la acción de los MOs residentes peritoneales además
de a los PMNNs que se acumulan rápidamente en el peritoneo;
todo ello potenciado por la interposición, en la
diseminación linfática de la infección, de los ganglios del
linfocentro mediastínico.
Según estas observaciones puede concluirse que tras una
fase inicial de fagocitosis por células de Kupffer, las
primeras lesiones hepáticas significativas se observan entre
24 y 48 h.p.i.. El origen de estas lesiones está en la
capacidad de L.monocytoqenes y L.ivanovii para sobrevivir y
proliferar en las células de Kupffer provocando su muerte y
lisis posterior, con liberación de listerias a los
sinusoides hepáticos. Desde aquí, ambas especies de
listerias son capaces de infectar hepatocitos, multiplicarse
sin restricción en su citoplasma, y producir necrosis
hepáticas con reacción inflamatoria predominantemente
purulenta en esta fase de la infección. Esta secuencia de
eventos puede evidenciarse habitualmente en el hígado en
diferentes etapas de desarrollo en un momento dado.
Así, entre 24 y 48 h.p.i., con dosis de inoculación
letales es posible apreciar desde cantidades reducidas de
listerias en el interior de hepatocitos recién infectados.
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hasta hepatocitos repletos de listerias que todavía no han
sido lisados y que, por lo tanto, no han generado aún
reacción inflamatoria alguna. Con frecuencia, tales
hepatocitos constituyen grupos de entre 3-5 o más células
adyacentes, todas ellas infectadas en diverso grado y
mostrando reacción PAP ( + ) intensa. Simultáneamente, es
también característico de esta etapa inicial de la infección
la existencia de múltiples microabscesos PAP (+) con PMNNs
como elemento celular predominante. En esta fase, es patente
una gran profusión de células inflamatorias, PMNNs y
monocitos/MOs, por los sinusoides de todo el órgano.
Por tanto, de estas observaciones se concluye que estas
dos especies de listerias tienen también capacidad para
penetrar e invadir directamente células epiteliales
hepáticas.
Similarmente a lo expuesto para los hepatocitos, en
nuestras experienciass por vía i.p., L.monocytoqenes también
mostró capacidad para infectar células epiteliales
pancreáticas. Así, células aisladas o grupos de células
adyacentes intensamente PAP (+), fueron un hallazgo
frecuente. Sorprendentemente, no hay informaciones en la
bibliografía que valoren o consignen de manera concreta
estos hechos.
No obstante, la capacidad de L.monocytogenes y
L.ivanovii para infectar diferentes líneas celulares no
fagocíticas, estudiada por diversos investigadores mediante
experiencias "in vitro", corrobora indirectamente nuestros
resultados. Así, Havell (1986) demuestra como
L.monocytoqenes es capaz de diseminarse de "célula a célula"
en un cultivo de fibroblastos murinos, y Gaillard y col.
(1987) demuestran que L.monocytogenes y L.ivanovii son
capaces de penetrar mediante endocitosis en células
epiteliales de origen carcinomatoso de la linea Caco-2.
Estos últimos autores calculan la duración del ciclo de
multiplicación de las listerias en estas células en 90
minutos aproximadamente. La existencia de numerosos
hepatocitos "repletos" de listerias hacia las 24 h.p.i. es
compatible con este hecho.
Por otra parte, la presencia simultánea - durante las
primeras 48 h.p.i. - de acúmulos inflamatorios iniciales y
necrosis aislada de hepatocitos, junto con lesiones
inflamatorias o inflamatorio-necróticas más graves que
muestran necrosis central en grado variable, indica que
existe una afluencia constante de listerias al órgano vía
sanguínea - posiblemente de procedencia esplénica -, o bien
que las lesiones se originan mediante colonización de
hepatocitos indemnes por listerias liberadas de hepatocitos
necróticos previamente infectados. Probablemente ambas
posibilidades coexisten y constituyen el mecanismo real de
diseminación de la infección en este órgano.
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La evolución gradual de los microabscesos y lesiones
inflamatorio-necróticas hacia lesiones progresivamente más
granulomatosas, con predominio de MOs de aspecto activado,
se observa de manera constante a 3-4 d.p.i., lo cual
coincide y se correlaciona directamente con la disminución y
declinar progresivo de la reacción PAP ( + ) en dichas
lesiones. A partir de los días 5-7 p.i., las lesiones
observables, todas de carácter granulomatoso, son
invariablemente PAP (-). Esta observación es coherente con
el hecho profusamente documentado en la bibliografía
(MACKANESS, 1962; NORTH, 1970; MANDEL y CHEERS, 1980;
WIRSING Von KOENIG y col., 1983) de la presencia, a este
tiempo p.i., de MOs activados con gran poder listericida en
tales lesiones, y, confirma, así mismo, los estudios de
North (1970) sobre la cinética de la infección, en los que
este autor demuestra que la tasa de acumulación de MOs en
las lesiones y la tasa crecimiento y proliferación listérica
en el hígado, están inversamente relacionadas.
También es frecuente en esta fase la existencia de
múltiples mitosis en células morfológicamente identificables
como MOs inflamatorios o como células de Kupffer en dichas
lesiones granulomatosas. A este respecto, North (1970)
afirma que las células de Kupffer muestran una importante
tasa de proliferación entre 24 y 72 h.p.i.. Por otra parte,
la rápida "restitutio ad integrum" observada por diversos
investigadores (NORTH, 1970; MANDEL y CHEERS, 1980) a partir
de la ¿a •em&r\A £>o m -fc — i. nf«sc3o jufân , es« £» XL -t. es r\ ti es £>o*r i ¿& es x i. m tes rxo H.A
de múltiples mitosis de hepatocitos en esta fase de
resolución de la enfermedad.
Un hecho de especial importancia y no consignado en la
bibliografía existente sobre la listeriosis, es el observado
por nosotros - tanto en las experiencias por vía i.p. como
por vía s.c. - de que las listerias se eliminan del
organismo, principalmente, por mediación de la bilis. A este
respecto, mediante la técnica de PAP no sólo hemos podido
observar en algunos casos grandes cantidades de listerias en
la bilis de la vesícula biliar, sino que también ha sido
posible detectarlas en el interior de los conductos biliares
de los espacios porta. Dado que el hígado es,
invariablemente, un órgano "diana" de la listeriosis
incluidas las infecciones subclínicas o inaparentes - en
todas las especies susceptibles, las repercusiones que este
hecho puede tener en relación a la existencia de portadores
fecales, son evidentes.
El bazo, junto con el hígado, es el órgano más
constante y gravemente afectado en el curso de la
listeriosis murina. Sin embargo, sorprende la ausencia casi
absoluta de información en la bibliografía sobre la
existencia y/o características de las lesiones observadas en
este órgano durante la infección listérica experimental. La
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existencia y evolución de tales lesiones esplénicas es
similar tanto para la vía de inoculación i.p. como para la
s .c. .
En nuestras experiencias, y mediante la técnica de PAP,
pudieron detectarse ya durante las primeras 4 h.p.i.
listerias fagocitadas por MOs en la zona marginal de la
pulpa blanca; y ello en ausencia de lesión inflamatoria
aparente. Este hecho es coherente con las características
circulatorias esplénicas, en las que la sangre de la arteria
central de la pulpa blanca tiene finalmente acceso a esta
zona y a los sinusoides de la pulpa roja, mediante los senos
especializados de la zona marginal (HERMÁN, 1980; KLEIN,
1982), y con la abundante existencia en dicha zona de dos
subpoblaciones de MOs, ambas probablemente encargadas de la
captación y procesamiento de Ags circulantes: MOs
metalófilos y MOs de la zona marginal (BUCKLEY y col., 1987;
MATSÜNO y col., 1989). En la inoculación mediante la vía
S.C., los primeros acúmulos inflamatorios PAP (+) se
observaron en la pulpa blanca esplénica entre 24 y 48
h.p.i. .
En el bazo las lesiones oservables en la pulpa blanca
tienen su punto álgido entre las 48 y 96 h.p.i.. La
característica más importante de dichas lesiones esplénicas
es la coexistencia en el PALS - o zona T-dependiente de la
pulpa blanca -, de depleción linfoide e inflamación mixta
con abundantes PMNNs y MOs. Aunque en grado variable, muchas
de estas células fagocíticas muestran constantemente
reacción PAP (+) intracelular.
Puesto que la instauración de inmunidad contra la
infección por L .monocytoqenes es mediada por Lts T, la
importancia que la constante existencia de estas lesiones en
el PALS puede tener para dilucidar la patogenia de la
listeriosis, es evidente.
Dos posibilidades principales pueden aducirse en orden
a explicar el origen de estas lesiones:
a) Stress: Si el estado de stress intenso y prolongado
puede provocar efectos similares a los de la corticoterapia
experimental (RITTER y col., 1988), no sería aventurado
suponer que el stress ocasionado por la infección con DL50
de L.monocytogenes fuera, al menos parcialmente, causa de la
depleción linfoide del PALS en el transcurso de la
listeriosis murina.
Experimentalmente ha sido demostrado que los
glucocorticoides - amén de otras muchas acciones sobre;
diversas células y funciones del sistema inmune - alteran
drásticamente la normal migración de los Lts circulantes
hacia los órganos linfoides secundarios que poseen VEAs, es
decir, ganglios linfáticos y placas de Peyer principalmente
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(CHUNG y col., 1986). Consecuencia de este hecho es la
disminución dosis-dependiente de la migración de Lts
circulantes a dichos órganos linfoides (CHUNG y col., 1986).
Simultáneamente a estos hechos, el tratamiento con
glucocorticoides provoca también un ostensible aumento de la
migración de Lts circulantes a la médula ósea ("secuestro"),
lo cual se manifiesta por una linfopenia concomitante (FAUCT
y DALE, 1975; CHUNG y col., 1986).
Aunque el bazo no posee VEAs en la pulpa blanca, sería
razonable pensar que quizás algún mecanismo similar de
migración linfocítica operase a nivel de los senos
especializados de la zona marginal, y que, por lo tanto, la
liberación aguda de glucocorticoides provocada por el stress
pudiera ocasionar, similarmente a lo observado en el
paracórtex de los ganglios linfáticos, depleción linfoide
parcial del PALS.
No obstante, en contra de esta suposición pueden
argüirse varias consideraciones:
* La adrenalectomía previa a la infección con DL50 de
L.monocytogenes, no previene la depleción linfoide del PALS
(CHAN y CHEERS, 1982).
* La depleción linfoide del córtex tímico se considera
una de las manifestaciones o signos característicos de la
liberación aguda de glucocorticoides por las glándulas
adrenales (RITTER y col., 1988). Pues bien, en nuestras
experiencias hemos constatado que cuando se provoca la
infección subclínica con L.monocytogenes (0,01 DL50), aunque
no se observa depleción linfoide timocortical, sí que se
aprecia, sin embargo, depleción linfoide del PALS entre 24 y
96 h.p.i..
* Similarmente, la infección subletal de estirpes
murinas listeria-resistentes con L.monocytogenes tampoco
provoca depleción del córtex tímico y sí del PALS (MANDEL y
CHEERS, 1980).
b) Por otra parte, la constante existencia de reacción
PAP ( + ) en el PALS sugiere que, si no de manera principal,
al menos parcialmente, la depleción linfoide descrita es
consecuencia directa de la inflamación provocada por el
acceso de PMNNs y MOs infectados a dicha zona. Si bien
todavía no se ha explicado en su totalidad el modo de acción
de las citolisinas secretadas por L.monocytogenes y
L.ivanovii, se ha propuesto que al menos una de sus
funciones sería la de provocar la disrrupción de los
fagosomas, liberándose así las listerias fagocitadas por
PMNNs y MOs en el citoplasma de dichas células antes de su
fusión con los lisosomas (GAILLARD y col., 1987; COSSART y
MENGAUD, 1988). La libre proliferación de las listerias en
170
el citoplasma de algunas células fagocíticas
particularamente PMNNs -, terminaría por provocar su muerte
y lisis posterior con la consiguiente liberación de
productos lisosomales al medio extracelular.
Adicionalmente, podría conjeturarse si la migración de
MOs con listerias fagocitadas al PALS no es sino un
mecanismo "habitual" del organismo en el establecimiento de
inmunidad contra agentes patógenos de carácter intracelular.
En relación con ello, Hume y col. (1983), trabajando con el
Ag F4/80 como marcador de membrana de MOs, observaron que
tales células no son comúnmente residentes en las zonas
T-dependientes de los órganos linfoides en condiciones
normales. Sin embargo, tras la infección con el bacilo de
Calmette-Guerin, dichos investigadores observaron como la
presencia de MOs aumentaba significativamente en dichas
zonas .
Hechos como el que la lesión inflamatoria se inicie y
predomine siempre en la zona T-dependiente de la pulpa
blanca, y el que la reacción PAP (+) - aunque variable - sea
constante en dicha zona, apoyarían esta suposición.
Complementariamente, un proceso crucial para la activación
de los mecanismos específicos de inmunidad como el de
presentación de Ag listérico - estudiado con minuciosidad
por algunos investigadores (ZIEGLER y UNANUE, 1981; JUNGI y
JUNGI, 1982; ALLEN y col., 1984) -, podría realizarse
probablemente en el bazo de esta manera.
Según nuestras observaciones, aunque la afección de la
pulpa roja es prácticamente constante en la infección
listérica, esta parece ser - al menos, cronológicamente -
secundaria a la existencia de lesiones en la pulpa blanca.
De manera similar a lo descrito por Mandel y Cheers (1980),
las lesiones existentes en esta zona son acumules de PMNNs
PAP (+) con tendencia a formar microabscesos en cantidad y
gravedad variables.
En la fase inicial de la listeriosis murina (0-48
h.p.i.), si bien las lesiones inflamatorias o
inflamatorio-necróticas de la pulpa blanca tienen carácter
mixto (PMNNs y MOs principalmente), y las de la pulpa roja
son predominantemente purulentas (microabscesos), hacia las
72-96 h.p.i. tales lesiones, tanto en la pulpa blanca como
en la pulpa roja, tienden a generalizarse en todo el órgano
y a hacerse gradualmente más granulomatosas. Resultado de
ello, es la esplenitis piogranulomatosa difusa apreciable a
4-5 d.p.i. en los casos en los que no se observa muerte
espontánea por el padecimiento de la enfermedad. Este hecho
coincide siempre con el declinar de los recuentos
bacteriológicos (MACKANESS, 1962; CHAN y CHEERS, 1982b) y la
disminución gradual de la reacción PAP ( + ) en el órgano, lo
que debe interpretarse como un signo de la instauración de
la fase de resistencia específica contra la infección.
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Otra observación importante es la de que en el bazo, y,
en general, en todos los órganos linfoides, la gravedad de
las lesiones existentes es siempre ostensiblemente mayor que
la que podría suponerse en función de la cantidad de
reacción PAP (+) observada; es decir, en última instancia,
de la cantidad de listerias existentes en un órgano linfoide
en un momento dado. En nuestra opinión este hecho podría
tener una doble explicación:
* En primer lugar, como es obvio, los órganos linfoides
por su propia naturaleza constituyen siempre un ambiento
"hostil" para la proliferación bacteriana en general. Si
bien L.monocytogenes es un patógeno intracelular obligatorio
y emplea precisamente la capacidad fagocitica de MOs y PMNNs
para multiplicarse y proliferar en el citoplasma de estas
células, es también cierto que los PMNNs y, principalmente
MOs, poseen un importante poder listericida innato, aunque
siempre inferior a la de los MOs activados. Por ello,
conforme el organismo logra una inmediata movilización y
acumulo precoz de estas células en las lesiones iniciales en
las que se multiplica y prolifera L.monocytogenes, las
posibilidades de destrucción de cantidades importantes de
listerias son mayores y, por lo tanto, la reacción PAP ( + )
tiende a disminuir gradualmente.
* Por otra parte, como ha sido mencionado
anteriormente, puede suponerse que las lesiones observadas
en la listeriosis murina no son únicamente resultado de la
acción directa de L.monocytoqenes, sino que, probablemente,
posea importancia equivalente la lesión tisular provocada
por liberación del contenido lisosomal de principalmente
PMNNs y, en mucha menor medida de MOs.
Adicionalmente, en nuestras experiencias hemos
observado con frecuencia fenómenos de trombosis e infartos
en órganos linfoides e hígado, principalmente en los casos
de muerte espontánea. Independientemente de otras
consideraciones, la actividad procoagulante de
L.monocytoqenes ha sido ya señalada por diversos
investigadores (CZUPRYNSKI y BALISH, 1981a y b; DAVIES y
col., 1981).
En la listeriosis murina la evolución de la infección
en el bazo se manifiesta según dos cuadros lesiónales
relativamente bien diferenciados, si bien, como es lógico,
con todo tipo de gradaciones intermedias. Uno de ellos,
caracterizado por la existencia de necrosis difusa y masiva
por todo el órgano, es observable en las experiencias cuya
dosis infectiva es superior a la DL50 o en casos aislados de
otras experiencias con DL50. Histopatológicamente, el
hallazgo más relevante en estos casos es una gran abundancia
de necrosis celular, manifiesta por la gran cantidad de
cariorrexis y cariolisis observada por todo el órgano. En
coincidencia con esto, existe una significativa correlación
172
entre este tipo de esplenitis necrotizante y la existencia
de mortalidad como consecuencia de la infección. Así mismo,
es también en estos casos donde suelen observarse lesiones
más graves y generalizadas en el resto del organismo.
Por el contrario, en el otro tipo lesional
caracterizado como una esplenitis piogranulomatosa difusa,
los fenómenos de necrosis celular o no son significativos, o
no se observan. En estos casos, histopatológicamente se
aprecia una abundante y difusa población celular, mixta, a
base de PMNNs, MOs y células linfoides en diverso grado, que
no permite con frecuencia la diferenciación entre pulpa
blanca y pulpa roja. Complementariamente, no suele
observarse mortalidad espontánea en dichos casos.
Según lo expuesto, podría interpretarse que la necrosis
masiva esplénica implica un "desmoronamiento" de la
resistencia del sistema inmune contra la infección.
Adicionalmente, el fracaso del organismo para contener la
progresión de la enfermedad - entendido como la
imposibilidad de mantener y controlar la tasa de
proliferación listérica por debajo del "nivel letal"
(SELBITZ y col., 1986) - tendría como consecuencia
inevitable la muerte por efecto de la grave infección
padecida. En contraste con esto, la esplenitis
piogranulomatosa podría suponerse que implica una "vigorosa"
respuesta del sistema inmune contra la infección, expresión
de lo cual sería la supervivencia y gradual curación de la
enfermedad a partir de los 4-5 d.p.i..
El timo es uno de los órganos más frecuentemente
afectados en la listeriosis murina. No obstante, la afección
de este órgano en el transcurso de la infección experimental
posee peculiaridades que no lo hacen equiparable a otros
órganos linfoides.
Como ya describieran primeramente Mandel y Cheers
(1980), la lesión observada con más frecuencia en esto
órgano es la existencia de depleción linfoide del córtex
desde aproximadamente las 24-48 h.p.i.. Estos
investigadores, mediante la realización de adrenalectomía
previa a la infección experimental con DL50 de
L.monocytogenes, demostraron que la depleción linfoide del
córtex tímico era debida al stress causado por el
padecimiento de la enfermedad.
A este respecto, es bien conocido que los timocitos del
córtex son sumamente sensibles a la acción de las hormonas
glucocorticoides (Van EWIJK y col., 1981; CHAN y CHEERS,
1982), poseyendo éstas un drástico efecto citolítico sobre
los Lts timocorticales en esta especie (KLEIN, 1982).
En nuestras experiencias los primeros signos de
depleción linfoide tímica cortical se observan hacia las
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12-24 h.p.i., consistiendo estos en la presencia más o menos
difusa de fenómenos de cariorrexis y cariolisis por todo el
córtex tímico, y todo ello PAP (-). Coherentemente, este
hecho siempre coincide con un ostensible aumento de la
cantidad de MCTs en dicha zona.
El proceso de depleción timocortical es sumamente
rápido, de manera que entre 20 y 28 h.p.i. los fenómenos de
necrosis celular (cariorrexis y cariolisis) son masivos.
Hacia las 36-48 h.p.i. la depleción del córtex tímico es ya
totalmente manifiesta.
Según Mandel y Cheers (1980), hacia la 2"_ semana p.i.
se produce una gradual recuperación de la depleción
timocortical. Sin embargo, en nuestras experiencias, entro
los días 5-7 p.i. el aspecto del timo es aparentemente
normal en todos los casos. Suponiendo que el stress
ocasionado por la infección induce depleción del córtex de
manera regular en esta especie, y teniendo en cuenta el
escaso margen de tiempo existente entre ésta, y el proceso
de recuperación de la estructura tímica normal, puede
pensarse que quizás en algunos casos dicha depleción no se
produce, o si lo hace, sólo parcialmente.
No obstante, en apoyo de la hipótesis de una rápida
regeneración del córtex tímico, hay que destacar que en
experiencias en las que se provoca una completa depleción
timocortical mediante irradiación de todo el organismo,
dicha recuperación se inicia hacia el día 5 y es
prácticamente completa entre los días 8 y 10
post-irradiación (HUISKAMP y Van EWIJK, 1985a y b) . Una
población de células "poco diferenciadas" de la médula
tímica resistentes a la radiación, es la responsable de esta
sorprendente recuperación.
En cualquier caso, sin eliminar la posibilidad de que
se produzca una muy rápida regeneración del córtex tímico,
puede pensarse que quizás haya notables variaciones de base
individual en relación con la resistencia innata contra la
infección, y que, por lo tanto, en algunos casos el stress
inducido por la misma no sea significativo. Este hecho, muy
bien pudiera tener como consecuencia el que la depleción
linfoide del córtex tímico no se produjera. En apoyo de esta
última posibilidad, puede arguirse, como lo demostraron
Mandel y Cheers (1980), que las estirpes murinas
listeria-resistentes tampoco muestran depleción timocortical
tras la infección con dosis subletal de L.monocytoqenes. De
manera similar, en nuestras experiencias, la infección
experimental con 0,01 DL50, que provoca únicamente una
infección subclínica, no induce depleción del córtex tímico
en ningún caso (Experiencia 3).
Según nuestras observaciones, principalmente en las
experiencias por vía i.p., lesiones inflamatorias PAP ( + ) ,
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focales, que afectan al cortex tímico también son posibles
en algunos casos, en particular cuando la dosis de
inoculación empleada es superior a la DL50.
Tales lesiones son, aunque de extensión variable,
focales, y, además coinciden siempre con lesiones
inflamatorias de la serosa tímica y del mediastino en
algunos casos. Dichas lesiones puede suponerse que no son
sino extensión de las existentes en los ganglios esternales
craneales y mediastínicos, así como de la vascularización
linfática aferente y eferente de estos ganglios en su curso
por el mediastino.
Como ya ha sido mencionado previamente, en nuestras
experiencias mediante inoculación i.p. de tinta china como
marcador, hemos demostrado que el drenaje de la linfa
peritoneal es realizado directamente por linfáticos que,
atravesando el diafragma, discurren por el tórax a ambos
lados del esternón hasta desembocar en los ganglios
esternales craneales. Desde aquí, la linfa es dirigida
entonces hacia los ganglios mediastínicos y, finalmente, a
la circulación venosa general. Es razonable pensar, que es
en diferentes puntos a nivel de este complejo mecanismo de
drenaje donde se producen lesiones vasculares linfáticas o
ganglionares capaces de diseminarse a órganos mediastínicos
adyacentes como el timo.
En apoyo de esta suposición puede argüirse que las
células fagocíticas que primeramente se encargan del
"aclaramiento" del inoculo son PMNNs y MOs residentes
peritoneales. A ambos tipos de células - particularmente al
PMNN - se les atribuye una capacidad listericida
significativamente inferior a la de los MOs inflamatorios
derivados de médula ósea (NORTH, 1970; CHEERS y col., 1978;
SKAMENE y col., 1978; SKAMENE y KONGSHAVN, 1979; MANDEL y
CHEERS,1980; STEVENSON y col., 1981; WOOD y col., 1986;
CZUPRYNSKI y BROWN, 1987), y, por lo tanto, probablemente
son más susceptibles de ser infectados y destruidos por la
acción patógena de las listerias. Las negativas
consecuencias que este hecho puede tener para los vasos
linfáticos afectados, los ganglios linfáticos regionales u
otros órganos del mediastino, son obvias.
Que la presencia de estas lesiones inflamatorias o
inf lamatorio-necróticas PAP ( + ) no son la causa de la
generalizada depleción timocortical observada, lo demuestra,
todo lo que antecede, y el hecho de que en nuestras
experiencias por vía i.p., la mayoría de casos investigados
únicamente mostraban depleción linfoide del cortex, sin
observarse lesión inflamatoria PAP (+> asociada a la misma.
Adicionalmente, en la infección listérica experimental por
vía B.C., aun siendo también constatable la depleción
linfoide del córtex a partir de las 20-24 h.p.i., esta es
siempre PAP (-), no observándose lesiones inflamatorias en
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ningún caso. La independencia causal entre ambos hechos
parece por tanto evidente.
Interesantemente, en nuestras experiencias por vía s.c.
hemos podido constatar, en algunos casos, lesiones
inflamatorias PAP ( + ), leves, en la médula tímica; no
observándose afectado el cortex en estos casos. Si bien el
origen hematógeno de estas lesiones está fuera de toda duda,
la razón por la cual células con listerias fagocitadas -
presumiblemente MOs - acceden al timo a nivel de la unión
córtico medular se desconoce.
En la listeriosis murina los ganglios linfáticos se
observan afectados con mayor o menor gravedad, tanto por vía
i.p. como por vía s.c.. Sorprendentemente, no existen
informaciones a este respecto en la prolija bibliografía
consultada.
En los ganglios linfáticos, el primer hallazgo
significativo es la depleción linfoide observada en el
paracórtex hacia las 24 h.p.i.. En esta fase inicial, tal
depleción no muestra signos de inflamación y es PAP (-), por
lo que, razonablemente, debe atribuirse al stress provocado
por la infección.
En lo referente a las lesiones observadas, de nuestras
experiencias mediante la vía i.p. puede deducirse que la
infección listérica experimental provoca dos patrones
lesiónales ganglionares relativamente bien diferenciados.
Uno de ellos, constante y evidente en los ganglios del
linfocentro mediastínico, lo hemos denominado patrón
"linfático aferente", y, denota aquel patrón lesional en el
que las listerias acceden al ganglio mediante la linfa
aferente proveniente de la cavidad peritoneal. El otro tipo
de patrón lesional lo hemos denominado "hematógeno", porque
en este caso, las listerias acceden al ganglio, vía
sanguínea, probablemente mediante las vénulas postcapilares
de endotelio alto (VEAs) sitas en el paracórtex y córtex
interfolicular ganglionares.
Este último patrón lesional se observa inequívocamente
en el linfocentro mandibular, siendo además predominante en
los ganglios peritoneales estudiados; si bien, en estos
casos, debido a la frecuente existencia de lesiones en la
serosa peritoneal, musculatura gastrointestinal, etc., a
veces puede observarse también un patrón lesional mixto,
mezcla de ambos tipos. No obstante, excepto en el
linfocentro mediastínico, consideramos que el patrón
hematógeno siempre predomina sobre el linfático aferente.
Diferentes estudios experimentales sobre difusión de
Ags y marcadores que acceden a los ganglios mediante la
linfa aferente (FOSSUM, 1980; HARDONK y col., 1986;
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SAINT-MARIE y PENG, 1986; Van ROUEN, 1987), apoyan el
establecimiento de este doble patrón lesional básico.
En relación a nuestras experiencias con la vía s.c.,
observamos que, en algunos casos, ganglios del linfocentro
lumbar mostraban un patrón de afección tipo aferente
predominante o mixto. Este hallazgo se explica y es
coherente con el hecho de que parte de la linfa aferente do
los ganglios ilíacos procede, a su vez, de los ganglios
inguinales superficiales, los cuales drenan directamente el
punto de inoculación. El resto de los ganglios linfáticos
estudiados mediante esta vía de inoculación mostraron un
patrón lesional inequívocamente hematógeno.
El que en dicho patrón hematógeno - observado
mayoritariamente en las experiencias por vía i.p. y por vía
s.c. - las lesiones afectaran siempre al paracórtex y córtex
interfolicular, y nunca a la médula ganglionar, aboga
categóricamente por la posibilidad de que las VEAs sean los
puntos por los que MOs infectados y, quizás, también.otras
células, acceden a los ganglios linfáticos cuando se ha
generalizado la infección en el organismo.
Respecto de esta cuestión, es suficientemente conocido
el que estas vénulas postcapilares poseen un endotelio
especializado en la migración de los Lts circulantes desdo
la sangre al interior ganglionar (KLEIN, 1982; CHUNG y col.,
1986; PABST y BINNS, 1989; PALS y col., 1989). Si bien se
acepta que la mig'ración a través de las VEAs es selectiva
para Lts, estudios recientes (PALS y col., 1989) informan de
que, además de los Lts, otras células como MOs, células
dendríticas, etc., poseen también los receptores específicos
necesarios para migrar a través de estas vénulas
especializadas (Lymphocyte Homing Receptors/ LHRs). En apoyo
de esta hipótesis, Hume y col. (1983) demuestran que si bien
en condiciones normales la cantidad de MOs presentes en la
zona T-dependiente de los ganglios linfáticos es muy poco
significativa, durante el establecimiento de la respuesta
inmunitaria contra la infección con el bacilo de
Calmette-Guerin, la tasa de migración de MOs a dicha zona
aumenta ostensiblemente. Interesantemente, y, según dichos
investigadores, tales MOs se observan de manera predominante
en la zona adyacente a las VEAs paracorticales y del córtex
interfolicular.
Por tanto, a nuestro juicio, este hecho implicaría una
"estrategia" habitual mediante la cual el organismo
activaría todos sus órganos de defensa cuando una infección
se ha instaurado ya en él. De manera similar a lo expuesto
para el bazo, procesos tan importantes como la presentación
de Ag y la limitación de la infección a los órganos
linfoides, intentando así impedir su diseminación a otros
órganos vitales del organismo, justificarían quizás todos
estos acontecimientos. En relación con esto, la frecuente
177
existencia de linfadenopatía generalizada en infecciones con
agentes patógenos intracelulares como pueden ser Brucelosis,
Leishmaniosis, etc., quizás pueda explicarse en cierta
medida por este hecho.
En contraste con la regular afección de los ganglios
linfáticos, las placas de Peyer sólo raramente muestran
lesiones significativas en la infección listérica
experimental vía i.p.. No obstante, mediante la vía s.c.,
lesiones inflamatorio-necróticas graves son observadas en
algunos casos en los que la septicemia ocasionada por la
infección es de curso mortal. En nuestras experiencias, sólo
L.monocytogenes l/2a ha sido capaz de desarrollar este tipo
de lesiones.
Similarmente a lo constatado en los ganglios
linfáticos, el primer hecho significativo observado en las
placas de Peyer es la depleción linfoide apreciable desde
las 24-48 h.p.i. en las experiencias con DL50 o dosis
superiores. Tal depleción no se asocia normalmente a
lesiones inflamatorias y es PAP (-). En nuestra opinión,
este hecho es atribuible al stress inducido por el
padecimiento de la enfermedad; siendo además, en coherencia
con ello, mucho más ostensible cuanto mayor es la dosis
infectiva empleada.
Posteriormente, en casos graves o en estado preagónico,
algunas de estas placas de Peyer pueden presentar lesiones
inflamatorias o inflamatorio-necróticas PAP (+) de gravedad
variable. En estos casos, el epitelio intestinal de la zona
cúpula de dichas placas de Peyer no se observa nunca
afectado.
Un hallazgo sorprendente en la infección listérica
experimental por vía i.p., es la presencia de células
similares a MOs e incluso lesiones PAP ( + ) , en la serosa
peritoneal correspondiente a las placas de Peyer. En algunos
casos, tales lesiones afectan también a la túnica muscular e
incluso al parénquima linfoide subyacente. A este respecto,
Mikkelsen y col. (1988) han demostrado la existencia, en
condiciones normales, de células similares a MOs
("Macrophages-like cells") en la subserosa y entre ambas
túnicas musculares, longitudinal y circular, del intestino
delgado. Dichos investigadores relacionan estas células con
células del SMF y con células del tipo de las células
dendríticas.
Otro hallazgo importante que hemos podido constatar en
nuestras experiencias es la afección de la médula ósea en el
transcurso de la listeriosis murina; en concreto mediante
infección con L.monocytogenes l/2a y 4b por vía s.c..
Dicha afección es paralela y coincide "grosso modo" con
el curso de la infección en el hígado y el bazo.
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Probablemente ello es debido a que tanto estos órganos, como
la médula ósea, poseen una abundante población de células
del SMF (KLEIN, 1982; HUME y col., 1983).
Si bien con las técnicas empleadas en estas
experiencias, no es posible identificar el tipo o tipos
celulares en los que se observa reacción PAP ( + ) en la
médula ósea, la similar evolución de la infección en este
órgano y la observada en hígado y bazo, nos induce a pensar
que, al menos, mayoritariamente, dichas células sean MOs.
Una repercusión importante de este hecho sería la
posibilidad de realizar punciones de médula ósea como método
de diagnóstico complementario en la listeriosis septicémica.
En la especie humana, si bien la realización de cultivos
microbiológicos de sangre y LCR, así como de frotis con
tinción de Gram de este último, son técnicas habituales en
el diagnóstico de la enfermedad, la probabilidad de
obtención de falsos negativos es bastante considerable
(BANNISTER y col., 1987; JOHN, 1988). Una ventaja adicional
de esta posibilidad diagnóstica sería la rapidez de su
realización. En cualquier caso, posteriores investigaciones
en este sentido deberían confirmar esta interesante
posibilidad.
L.ivanovii, no mostró afección de la médula ósea en
ninguno de los casos estudiados, lo cual es coherente y
confirma el resto de los resultados obtenidos con esta
especie mediante la vía de inoculación s.c..
Mediante la- vía i.p., la inflamación de múltiples
serosas, en última instancia derivadas del peritoneo, es un
hecho frecuente que puede tener importantes repercusiones en
la valoración de las lesiones experimentales observadas. Así.
por ejemplo, en el sistema genital femenino - frecuentemente
afectado en la infección listérica murina por esta vía -, la
diseminación de la infección se produce fundamentalmente
desde la serosa peritoneal, y no por vía sanguínea. De la
misma manera, además del caso ya expuesto de las placas de
Peyer, la musculatura gastrointestinal es también
frecuentemente afectada, originándose las graves lesiones
inflamatorias PAP ( + ) observadas en la misma, por
diseminación de la infección directamente desde el
peritoneo. La posible participación, en este caso, de las
mencionadas "MOs-like cells", no es posible valorarla en
estas experiencias.
En la infección listérica experimental mediante la vía
i.p., la existencia de lesiones de diversa gravedad en la
zona mediastínica en sentido amplio, y en las serosas tímica
y del sistema cardiorrespiratorio, aunque relativamente poco
frecuentes, parecen ser lesiones características de la
listeriosis murina mediante esta vía de inoculación. De
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hecho, en la infección experimental mediante la vía s.c.,
tales lesiones no se observan.
La serosa tímica es siempre la más afectada. Epicardio
y pleura lo son más raramente. Según nuestra opinión, en
conjunto, estas lesiones tienen un origen común basado en la
ya explicada diseminación linfática inicial de la infección.
El desarrollo de lesiones en algunos de los ganglios o
conductos linfáticos interpuestos en la circulación
linfática - desde el peritoneo hasta los ganglios
mediastínicos, pasando por los ganglios esternales craneales
- podría provocar esta serositis.
Respecto de los pulmones, además de la lesión pleural,
en algunos casos son también observables lesiones de
diferente gravedad a nivel perivascular o peribronquial. La
característica más interesante de este hecho es que,
precisamente los bronquios y arterias de mayor calibre son
siempre los más afectados, particularmente a nivel del
hilio. De nuestras experiencias se infiere que tales
lesiones perivasculares y peribronquiales, se originan por
extensión - mediante la adventicia bronquial y vascular, o
por algún otro medio - de las existentes en el mediastino.
En apoyo de esta suposición puede aducirse que las lesiones
nunca son observables a nivel del parénquima alveolar o del
lumen bronquial o vascular. Adicíonalmente, en estos casos
suelen ser constatables casi siempre lesiones mediastínicas
más o menos graves.
Respecto de las lesiones cardiacas mediante la vía
i.p., éstas son, siempre que existen, superficiales
(epicarditis), no afectando casi nunca al miocardio.
Adicionalmente, también las aurículas, e incluso algunas
grandes arterias de la base del corazón, son afectadas a
partir del epicardio o de la adventicia vascular
respectivamente.
En contraste con esto, en la listeriosis murina
experimental mediante la vía s.c. si que son constatables
lesiones cardiacas significativas e importantes. En nuestros
experimentos, tales lesiones fueron observables únicamente
en la experiencia con el serotipo l/2a, siendo relevante el
hecho de que el inicio y evolución de las mismas fueron
eventos más tardíos que la afección de otros órganos como
son el hígado y el bazo.
Así, la existencia de lesiones miocárdicas y
endocárdicas - nunca epicárdicas - a partir del día 3
post-infección, es un hecho frecuente. Lo más importante de
estas lesiones es que, cronológicamente, su evolución no
coincide con la de los órganos de referencia - hígado y bazo
- más representativos de la enfermedad. De tal manera que
hacia los días 5-6 p.i., una vez instaurada ya la fase de
inmunidad específica en el organismo, y cuando las lesiones
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hepáticas y esplénicas se observan en el inicio de una
franca regresión, las lesiones miocárdicas se muestran
sorprendentemente activas y en fase de evidente progresión.
Son, por lo tanto, lesiones con una probable tendencia a la
cronicidad, y cuyo punto álgido se desarrolla en una etapa
posterior a la fase sistémica de la infección.
Estas diferencias en la evolución de las lesiones según
los diferentes órganos quizás pudiera ayudar a comprender la
patogenia de los casos de afección cardiaca existentes en la
bibliografía ocasionados por L.monocytogenes. Así por
ejemplo, los casos de miocarditis listérica observados
ocasionalmente en aves domésticas (GRAY y KILLINGER, 1966;
LADOS y col., 1974; RAMOS y col., 1988) y aquellos más raros
de endocarditis señalados en la especie humana (GALLAGER y
WATANAKUNAKORN, 1988; CARVAJAL y FREDERIKSEN, 1988), quizás
sean consecuencia de los hechos aquí referidos. Si esta
suposición se confirmara, implicaría que tales casos de
afección cardiaca no son hechos aislados • o formas
infrecuentes de la enfermedad, sino que en realidad son el
resultado del desarrollo más tardío de las lesiones en este
órgano una vez superada la fase sistémica - probablemente
inaparente - de la infección.
Excepción hecha de la encefalitis listérica típica de
los rumiantes adultos, en la que la infección se propaga vía
neurógena - normalmente desde la cavidad bucal hasta la base
del encéfalo -, la vía oral se supone que es el principal
modo mediante el cual se produce la infección con
L.monocytogenes en condiciones naturales. Inicialmente, una
de las conclusiones más importante que puede deducirse de
nuestras experiencias es que la infección listérica murina
mediante esta vía de inoculación, a semejanza de lo
observado con las vías i.p. y s.c., es también de tipo
sistémico, si bien el curso de la misma es subclínico,
caracterizándose por no provocar lesiones importantes en los
diferentes órganos afectados y por no ocasionar mortalidad.
En este sentido, nuestros resultados son comparables a los
de otros investigadores que han revisado o estudiado la
listeriosis experimental mediante inoculación por vía oral
(GRAY y KILLINGER, 1966, WIRSING Von KOENIG y col., 1983;
MACDONALD y CÁRTER, 1980).
En coherencia con lo anterior, es necesario enfatizar
la inconstancia e irregularidad en la existencia de lesiones
en los órganos linfoides, así como su carácter
predominantemente leve con reacción PAP ( + ) poco
significativa o negativa en las mismas. Adicionalmente, si
bien el hígado se observa afectado de manera constante en el
transcurso de la listeriosis murina por vía oral - lo cual
corrobora también los resultados obtenidos por otros
investigadores (MILLER y BURNS, 1970; POHJANVIRTA y
HUTTUNEN, 1985; MACDONALD y CÁRTER, 1980) -, dichas lesiones
son siempre leves y fundamentalmente PAP (-).
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En lo referente al modo de penetración de
L.monocytogenes en el organismo, los resultados de nuestras
experiencias apoyan predominantemente la tesis defendida por
Macdonald y Cárter (1980) de que esta bacteria inicialmente
atraviesa la mucosa intestinal a nivel del epitelio de las
placas de Peyer.
Conviene enfatizar, no obstante, que este hecho
únicamente ha sido observado en algunas placas de Peyer de
sólo unos pocos casos del conjunto de los estudiados en toda
la experiencia. En cualquier caso - considerando la
constante existencia de lesiones en el hígado y, más
irregularmente, en bazo y ganglio yeyunal - parece razonable
suponer que la penetración de L.monocytoqenes en el
organismo a través de las placas de Peyer se produce, de
hecho, en todos los casos.
Por otra parte, la tesis expuesta por Racz y col.
(1972) y Gaillard y col. (1987) de que L.monocytogenes
penetra en el organismo a través de los enterocitos del
epitelio intestinal no asociado a placas de Peyer, no debe,
en nuestra opinión, eliminarse, ya que quizás pueda ocurrir
que la cantidad de listerias que atraviesen el epitelio
entérico sea más bien escasa, y que, además, este hecho se
produzca de manera difusa a nivel de todo el tracto
intestinal, resultando de todo ello dificil su detección con
las técnicas de microscopía óptica empleadas en esta
experiencia.
Las células M son células especializadas del epitelio
de las placas de Peyer mediante las cuales diversos
antígenos - entre ellos agentes patógenos víricos y
bacterianos - pueden acceder al interior del organismo e
inducir de esta manera la instauración de una eficaz
respuesta inmunitaria contra la posible acción patógena de
dichos antígenos (WOLF y col., 1984; EGBERTS y col., 1985).
Aunque según nuestros resultados se demuestra que
L.monocytogenes puede atravesar el epitelio intestinal a
nivel de las placas de Peyer, la posible importancia o
participación de las células M en este hecho, aun siendo
probable, no puede ser confirmada con las técnicas de
microscopía óptica empleadas en esta experiencia. No
obstante, la presencia de listerias en células que con toda
probabilidad no son sino enterocitos de función absortiva,
característicos del epitelio de las vellosidades
intestinales, parece indicar la no exclusividad de las
células M como "puntos especializados" mediante los cuales
L.monocytogenes accede al interior del organismo.
En el Cuadro 4 se expone el posible esquema de la
patogenia de la listeriosis murina experimental mediante el
empleo de la vía oral ( intragástrica ) como vía de
inoculación.
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Es importante destacar que no se observaron lesiones a
nivel gastrointestinal en toda la experiencia, ni siquiera
en las placas de Peyer en las que se observó reacción PAP
( + ) intracelular, bien a nivel del epitelio, bien en MOs
dispersos en el seno de dichas placas. Este hecho contribuye
sin duda a aumentar la dificultad en la detección de
L.monocytogenes en el estudio de la patogenia de la
infección mediante la vía oral, pero, por otra parte,
coincide y probablemente ayuda a explicar la ausencia de
lesiones y síntomas entéricos observada generalmente en los
casos de listeriosis en la especie humana.
Solamente Miller y Burns (1970) describen de manera
poco precisa lesiones inflamatorias intestinales a 7 d.p.i.
en la listeriosis murina por vía oral. Aparte de estos
investigadores, únicamente Racz y col. (1972) y Czuprynski y
Balish (1981c), trabajando con otras especies de roedores de
laboratorio informan de la existencia de enteritis
particularmente en I.grueso - en experiencias similares a la
realizada por nosotros. Sin embargo, en estos casos dichas
experiencias no son homologables a la nuestra porque, en el
caso de Czuprynski y Balish (1981c), estos autores
trabajaban con un lote de ratas gnotobióticas, y en el caso
de Racz y col. (1972), dichos autores sometían el lote de
cobayos con el que realizaban su experiencia, a un
"pretratamiento" (neutralización del pH ácido gástrico e
inhibición del peristaltismo intestinal mediante inoculación
i.p. de tintura de opio) para favorecer la instauración de
la infección. De hecho, en el lote control no pretratado
estos investigadores no consiguieron provocar el
padecimiento de la listeriosis por esta vía.
Con respecto a la existencia de lesiones inflamatorias
débilmente PAP ( + ) o bien PAP (-) en el ganglio yeyunal,
nuestros resultados confirman los obtenidos - únicamente por
métodos microbiológicos - por otros autores (MACDONALD y
CÁRTER, 1980; AUDURIER y col., 1981; POHJANVIRTA y HÜTTUNEN,
1985), hecho que apoya la idea defendida por estos
investigadores de que el ganglio yeyunal constituye una
etapa previa a la generalización de L.monocytogenes en el
organismo (Cuadro 4).
Por tanto, todo induce a pensar que la cantidad de
listerias que penetran a través de la mucosa intestinal en
condiciones naturales es, aunque significativa, poco
importante, lo cual es a su vez coherente con la levedad de
las lesiones observadas en nuestros resultados, con los
recuentos bacteriológicos moderados obtenidos con esta vía
de inoculación (CZUPRYNSKI y col., 1989), y con la
dificultad para reproducir la infección experimental también
por esta vía (GRAY y KILLINGER, 1966; WIRSING Von KOENIG y
col., 1983).
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Así pues, corroborando la opinión de otros
investigadores (SCHLECH, 1984; MARTH, 1988; COX, 1989),
opinamos que para que se instaure la enfermedad con
sintomatología clínica y evolución hacia una posible
septicemia, deben concurrir probablemente factores
predisponentes y/o de susceptibilidad individual que la
favorezcan.
Existen importantes diferencias entre las especies
patógenas del género Listeria, respecto del tropismo y grado
de afección de los órganos linfoides.
La diferencia más significativa y concluyente entre
L.monocytoqenes y L.ivanovii es la prácticamente nula
afección de los órganos linfoides por parte de esta última,
lo cual confirma las experiencias de Audurier y col. (1981)
al respecto; si bien estos investigadores únicamente emplean
técnicas microbiológicas, y no histopatológicas, para
establecer esta conclusión.
Si exceptuamos la depleción linfoide timocortical,
atribuible al stress inducido por la infección, solamente
los ganglios del L.mediastínico muestran lesiones
inflamatorias o inflamatorio-necróticas importantes en la
infección experimental con L.ivanovii por vía i.p.. Por el
contrario, esta especie del género Listeria ocasiona en el
hígado lesiones inflamatorio-necróticas graves mucho más
importantes que las inducidas por L.monocytogenes l/2a y 4b,
y equivalentes a las provocadas por L.monocytoqenes 3a.
Respecto de los tres serotipos l/2a, 4b y 3a do
L.monocytoqenes, el serotipo l/2a se caracteriza por afectar
grave y predominantemente a todos los órganos linfoides en
general, siendo su capacidad para inducir lesiones hepáticas
ostensiblemente inferior a la del serotipo 4b y, sobre todo,
a la del serotipo 3a. Por su parte, el serotipo 4b provoca
lesiones de gravedad equivalente tanto en el hígado como en
los órganos linfoides. Finalmente, el serotipo 3a induce
lesiones predominantemente hepáticas similares a las
provocadas por L.ivanovii, siendo las lesiones observadas en
los órganos linfoides mucho menos significativas que las
provocadas por las serovariedades l/2a y 4b. Extrañamente,
Wirsing von Koenig y col. (1983), como consecuencia de
obtener una DL50, excesivamente elevada, de 1012 m.o./ml
para L.monocytogenes 3a por vía i.p., no otorgan
patogenicidad a este serotipo.
Así pues, según los resultados expuestos puede
afirmarse que la constante afección y el tropismo por los
órganos linfoides es el hecho central y fundamento de la
patogenia de la listeriosis murina.
En apoyo de esta aseveración, ha de pensarse que el
serotipo l/2a de L.monocytogenes - ampliamente documentado
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en la bibliografía como causa grave de enfermedad tanto a
nivel natural (GRAY y KILLINGER, 1966; SEELIGER y FINGER,
1969; HO y col., 1986; MCLAUGHLIN, 1987; etc.) como
experimental (WIRSING Von KONIG y col., 1983; HOF, 1984;
KAUFMANN, 1984; DOMINGO y col., 1986; MAINOU-FOWLER y col.,
1988; etc.) - no provoca lesiones hepáticas importantes con
DL50, mientras que, por el contrario, sí ocasiona lesiones
graves desde inflamatorias a inflamatorio-necróticas en
todos los órganos linfoides.
En contraste con ello, L.ivanovii - muy raramente
citada en la bibliografía como causante de listeriosis en
condiciones naturales y experimentales - no provoca
prácticamente lesiones en los órganos linfoides, siendo sin
embargo capaz de inducir lesiones hepáticas graves en la
infección murina experimental. En relación con ello, hay que
considerar también que L.ivanovii no ha sido prácticamente
implicada como causa de mortalidad en la especie humana y en
el individuo adulto (GRAY y KILLINGER, 1966; SEELIGER y
FINGER, 1969; ROCOURT y SEELIGER, 1985), sino únicamente en
fetos y neonatos, particularmente en la especie ovina
(MCLEOD y col., 1974; SEELIGER, 1987; JENSEN y SWIFT'S,
1988). Nuestras experiencias, por otra parte, confirman el
ostensiblemente inferior grado de patogenicidad de
L.ivanovii respecto de L.monocytogenes l/2a, y, en concreto,
respecto del serotipo 4b; hecho este también corroborado por
Audurier y col. (1981).
El serotipo 4b de L.monocytogenes - capaz de inducir
equivalentemente lesiones tanto en el hígado como en los
órganos linfoides -, es, en nuestras experiencias, y en
coincidencia con las de Wirsing Von Koenig y col. (1983), el
serotipo más patógeno de los estudiados; lo cual es también
coherente con el hecho de que un amplio porcentaje de la
casuística de la listeriosis en condiciones naturales, es
ocasionado por esta serovariedad (SEELIGER y FINGER, 1969;
FLEMING y col., 1985; HO y col., 1986; MCLAUGHLIN y col.,
1988; SCHONBERG, 1988b; etc.).
Así pues, sin perjuicio de que la existencia de
lesiones hepáticas o, más raramente, de otros órganos no
linfoides, puedan contribuir de manera significativa a la
explicación de la patogenia de la enfermedad, parece sin
embargo más razonable pensar, que es la existencia de
lesiones graves y generalizadas en órganos linfoides el
hecho crucial que mayormente condiciona el curso y el
pronóstico de la infección listérica. En este sentido, si
dichas lesiones muestran un carácter necrotizante, el
pronóstico es desfavorable y, probablemente, fatal.
Posteriores estudios en este sentido deberían confirmar esta
suposición.
Desde que Mackaness (1962) demostrara de manera
inequívoca que la inmunidad contra L.monocytogenes era
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mediada por Lts T, y no mediante Lts B, la ingente
producción científica posterior ha hecho de la listeriosis
murina un modelo experimental de elección en el estudio de
la inmunidad de base celular o T-dependiente.
En el transcurso de las últimas décadas, el desarrollo
progresivo de la investigación en este sentido ha permitido
conocer, con encomiable precisión, el proceso crucial de
activación macrofágica por Lts T sensibilizados
listeria-específicos. Proceso constituido a su vez en el
fundamento de la instauración de inmunidad contra la
infección con L.monocytogenes.
En contraste con ello, los mecanismos de inmunidad
inespecífica han sido considerados notablemente menos
importantes y valorados de manera desigual y diversa por los
investigadores que han trabajado sobre ella. No obstante, en
nuestra opinión, y en función de los resultados obtenidos en
este trabajo doctoral, pensamos sin embargo que es la fase
inicial o de inmunidad inespecífica (1-3 d.p.i-. ) la fase
crítica que condiciona la evolución posterior y el
pronóstico favorable o desfavorable de la infección. En este
sentido, junto con otros investigadores (CHAN y col., 1977;
NEWBORG y NORTH, 1980; SELBITZ y col., 1986; KRATZ y
KURLANDER, 1988), pensamos que la inmunidad inespecífica se
activa rápidamente tras el inicio de la infección con la
función urgente de inhibir e interferir la proliferación y
diseminación de L.monocytoqenes en el organismo. Esto
posibilita un intervalo de tiempo suficiente como para
permitir la posterior y plena instauración de los mecanismos
más eficaces de inmunidad Ag-específica, hecho que,
finalmente, tendrá como resultado la superación de la
infección y la curación de la enfermedad.
En apoyo de esta interpretación puede aducirse que el
fundamento de la diferenciación entre estirpes murinas
1isteria-resistentes y listeria-susceptibles, no se explica
en función de características de inmunidad T-dependiente,
sino por la diferente capacidad de unas estirpes u otras en
la movilización, acumulo, y poder listericida de las células
fagocíticas - principalmente del SMF - en los puntos de
infección activa durante las primeras 48-72 h.p.i. (SKAMENE
y KONGSHAVN, 1979; MANDEL y CHEERS, 1980; STEVENSON y col.,
1980; CZUPRYNSKI y col., 1985; YOUNG y CHEERS, 1986; WOOD y
CHEERS, 1986; CHEERS y col., 1988).
Puede argumentarse también en este sentido que, a
diferencia de otras bacterias patógenas de tipo
intracelular, como por ejemplo Mycobacterium spp., Listeria
spp. son muy sensibles a la acción bactericida de los MOs
activados; hecho bien demostrado ya, clásicamente,
(MACKANESS, 1962; NORTH, 1970) cuando se estableció una
correlación directa entre la instauración de inmunidad
específica y el declinar progresivo de la presencia de
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listerias en el organismo. Probablemente esto explique
también por qué, excepto en la encefalitis de los rumiantes,
la listeriosis no es habitualmente una enfermedad de curso
crónico tanto en condiciones naturales como experimentales,
sino fundamentalmente de curso agudo o subagudo.
Respecto de otros hechos fundamentales en la patogenia
de la listeriosis, de nuestras experiencias se deduce que la
diseminación de Listeria spp. en el organismo es,
principalmente, consecuencia de la movilización de las
células fagocíticas infectadas (MOs y PMNNs) a través de las
"rutas de migración habituales", y de la relativa abundancia
de células del SMF en los diferentes órganos. Muestra de
ello, es que los órganos invariablemente afectados en esta
enfermedad son siempre los órganos linfoides - incluida la
médula ósea - y el hígado, cuya población de células de
Kupffer - dado el volumen de este órgano - es probablemente
equiparable a la de un órgano linfoide.
En lo referente a los demás órganos, más raramente
afectados, es razonable suponer que las lesiones observadas
en ellos son también consecuencia de la migración .a los
mismos de células fagocíticas infectadas.
En consonancia con esta línea de argumentación, un
factor adicional que podría explicar, parcialmente, las
diferencias existentes en la listeriosis murina, entre la
infección con L.monocytogenes y L.ivanovii, es el grado do
patogenicidad, o, lo que es lo mismo, la capacidad de
supervivencia de ambas especies de listerias en el
citoplasma de las células fagocíticas. A este respecto, la
menor patogenicidad de L.ivanovii quizás pudiera explicarse
porque únicamente fuera capaz de infectar MOs residentes
peritoneales, PMNNs y células de Kupffer, todas ellas
células a las que se atribuye un poder listericida
significativamente inferior al de los MOs inflamatorios
derivados de médula ósea tras el inicio de la infeccción
(NORTH, 1970; CHEERS y col., 1978; SKAMENE y KONGSHAVN,
1979; STEVENSON y col., 1981; WOOD y col., 1986; CZUPRYNSKI
y col., 1987). La no existencia de lesiones linfoides, sino
sólo hepáticas, en la infección experimental con L.ivanovii
por vía i.p., y la ausencia total de lesiones en la
infección por vía s.c., apoyarían esta interpretación. De la
misma manera, explicaría el porqué en condiciones naturales
la infección con esta especie de listeria es tan poco
frecuente y, además, se observa casi únicamente en fetos y
neonatos en la especie ovina (MACLEOD y col., 1974; ROCOURT
y SEELIGER, 1985).
Avalan también, indirectamente, esta interpretación los
experimentos de Portnoy y col. (1988), quienes demostraron
que L.monocytogenes era capaz de sobrevivir y proliferar en
células murinas de la línea J774 "similares a MOs"
(Macrophage-1ike cells), fibroblastos murinos primarios de
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la línea CL.7 y células epiteliales humanas de la línea
Henle 407, pero no en Mus murinos derivados de médula ósea.
Mientras que en estas últimas células la proliferación de
L.monocytoqenes cesaba tras la tercera generación, en las
otras tres líneas celulares la multiplicación de
L.monocytoqenes progresaba hasta niveles de 100 bacterias
por célula; datos probablemente asimilables, en términos
generales, a lo observado por nosotros respecto a la
colonización de hepatocitos y células pancreáticas en la
infección listérica experimental. Otros tipos celulares
frecuentemente afectados por L.monocytoqenes en nuestras
experiencias fueron células musculares estriadas, lisas y
cardiacas, mesoteliales y otras células epiteliales como las
del cortex adrenal y, más raramente, de los cuerpos lúteos
ováricos.
La diferente susceptibilidad de los distintos tipos
celulares del organismo a la infección por L.monocytoqenes,
quedó también de manifiesto cuando los mencionados
investigadores emplearon cepas mutantes, no hemolíticas, de
esta especie bacteriana. Interesantemente, en este caso la
cepa mutante de L.monocytoqenes no fue capaz de sobrevivir y
proliferar en las líneas celulares mentadas J774 "MOs-like
cells", fibroblastos CL.7 y MOs murinos derivados de médula
ósea, pero sí lo hizo en la línea Henle 407.
Asi pues, en consonancia con lo expuesto por Cossart y
Mengaud (1988), de nuestras experiencias deducimos que el
hecho crucial que determina la patogenicidad de los
diferentes serotipos de L.monocytogenes y de L.ivanovii, no
es tanto su capacidad para penetrar por endocitosis en las
células hospedadoras - hecho este común a ambas especies -,
como el diferente poder listericida ejercido por dichas
células. En células no fagocíticas tales como células
epiteliales, musculares, mesoteliales etc., la proliferación
intracitoplásmica de L.monocytoqenes y L.ivanovii no está en
absoluto restringida, lo cual inevitablemente supone la
necrosis y lisis final de la célula infectada. Por el
contrario, en células fagocíticas, la supervivencia de estas
bacterias depende de la diferente capacidad de cada serotipo
- incluido el 5 - para evadirse y evitar ser destruidas por
los sistemas microbicidas de PMNNs, células de Kupffer y MOs
no activados.
Una repercusión importante de estos hechos es la
posibilidad de que la infección y proliferación activa de
L.monocytoqenes y L.ivanovii en células no fagocíticas,
principalmente epiteliales, sea un proceso crucial en la
patogenia y evolución de la infección, ya que en esta "fase"
epitelial, las listerias patógenas tienen la oportunidad de
sobrevivir y multiplicarse sin restricción, evitando
simultáneamente la acción listericida de los MOs
inflamatorios y otras células del sistema inmune.
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Finalmente, considerando de manera general todo lo
expuesto, pensamos que la listeriosis murina es un buen
modelo experimental, no sólo para el estudio de la patogenia
de la listeriosis septicémica, sino también en lo referente
al estudio del funcionamiento del sistema inmune ante una
infección con un agente patógeno de carácter intracelular.
Paradójicamente, aunque existe una ingente producción
científica sobre la listeriosis murina como modelo
experimental, la gran mayoría de estudios e investigaciones
realizadas se basan en planteamientos experimentales
mediante técnicas in vitro y/o microbiológicas, adoleciendo
frecuentemente de la falta de estudios complementarios
sistemáticos sobre la patogenia y lesiones histopatológicas
de la enfermedad. Esta carencia es todavía más sorprendente
cuando se considera que el tropismo y la existencia de
graves lesiones en todos los órganos linfoides sin
excepción, es el acontecimiento más relevante de la
listeriosis murina experimental. El que la bibliografía
sobre la enfermedad no consigne de manera destacada este
hecho, y ello, cuando básicamente casi toda la investigación
realizada tiene por finalidad el estudio de la listeriosis
murina como modelo en el establecimiento de inmunidad contra
un agente patógeno de tipo intracelular, es ciertamente
sorprendente.
En este sentido, consideramos que una de las
aportaciones más útiles y significativas de nuestro trabajo
doctoral, ha sido mostrar como el organismo reacciona ante
la infección experimental con Listeria spp., mediante la
realización de un estudio histopatológico secuencial,
sistemático y exhaustivo de la infección "in situ". Esto nos
ha permitido contribuir a la descripción de un marco
genérico de referencia - el cual incluye la explicación de
la patogenia, curso y evolución de la infección - respecto




I. La listeriosis murina, independientemente de la vía
de inoculación, serotipo de listeria o dosis de inoculación
empleada, se manifiesta invariablemente como una infección
sistémica, y, dependiendo de su gravedad, como una
septicemia.
II. Los órganos más constante y gravemente afectados en
la listeriosis murina son los órganos linfoides y el hígado,
existiendo una significativa correlación entre la gravedad
de las lesiones observadas en estos órganos, la reacción PAP
(+) detectable en las mismas y la mortalidad.
III. La etapa inicial en la diseminación de
L.monocytogenes y L.ivanovii en el organismo se produce por
vía linfática, realizándose ésta exclusivamente hacia el
linfocentro mediastínico en el caso de la infección
experimental por vía i.p., hacia los ganglios inguinales
superficiales e ilíacos en el caso de la inoculación por vía
s.c. (cuando es a nivel lumbar), y hacia el ganglio yeyunal
cuando la infección se produce por vía intragástrica.
IV. Tras la fase de diseminación linfática inicial, la
diseminación hematógena de la infección se produce
fundamentalmente por mediación MOs y PMNNs infectados. Este
hecho tiene como consecuencia principal, la afección
además del hígado - del bazo, ganglios linfáticos, placas de
Peyer y médula ósea.
V. Mediante infección parenteral y tras la instauración
de una infección sistémica en el organismo, L.monocytogenes
accede al parénquima del bazo a nivel de los senos de la
zona marginal, mientras que en los ganglios linfáticos y
placas de Peyer lo hace mediante las VEAs.
VI. L.monocytogenes así como las lesiones que esta
bacteria provoca se localizan inicial y fundamentalmente en
las zonas T-dependientes de los órganos linfoides. La
infección de estos órganos provoca una esplenitis y
linfadenitis de carácter variable entre purulenta,
necrotizante o piogranulomatosa, dependiendo de la fase y
gravedad de la infección. Adicionalmente, se observa también
una variable depleción linfoide concomitante. Mediante la
técnica de PAP se puede demostrar siempre Ag de
L.monocytogenes en el seno de dichas lesiones.
VII. En la listeriosis murina las lesiones cardiacas se
caracterizan por ser lesiones cuyo inicio y evolución son
más tardíos que los observadas en los órganos de referencia,
hígado y bazo; frecuentemente, una vez que el organismo está
superando o ha superado ya la fase aguda de la infección.
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VIII. Cuando en el transcurso de la infección listérica
se producen lesiones hepáticas, la eliminación de las
listerias del organismo se realiza mediante la bilis, y,
consecuentemente, por las heces.
IX. La vía s.c. es una vía de inoculación adecuada para
el estudio de la patogenia de la listeriosis murina, siendo
las características de la infección por esta vía
equiparables a los casos de listeriosis septicémica habidos
en condiciones naturales. La vía i.p., como consecuencia de
la frecuente afección de las serosas , y, por extensión
desde el mesotelio, de diferentes órganos abdominales y
mediastínicos, puede inducir a interpretaciones erróneas
respecto de la patogenia de la enfermedad.
X. La infección murina experimental por vía
intragástrica no provoca signos clínicos de enfermedad ni
lesiones comparables a las observadas por otras vías. No
obstante, sí es capaz de producir una infección' subclínica
con lesiones sistémicas leves, en las que es posible
detectar, aunque inconstantemente, Ag de L.monocytogenes.
XI. En la infección murina experimental por vía
intragástrica, L.monocytogenes accede al interior del
organismo a través del epitelio de las placas de Peyer. Sin
embargo, la infección por esta vía no provoca lesionen
aparentes en todo el tracto gastrointestinal, incluidas las
placas de Peyer. Desde estas últimas, las listerias se
diseminan hacia el resto del organismo mediante los ganglios
mesentéricos.
XII. L.monocytogenes y L.ivanovii, además de su
capacidad para sobrevivir y proliferar en células
fagocíticas, tienen también capacidad para penetrar y
multiplicarse en otros tipos celulares, principalmente
hepatocitos. Esta posibilidad de multiplicación en células
epiteliales disminuye ostensiblemente la vulnerabilidad de
las listerias patógenas a la acción microbicida del sistema
inmunitario, hecho fundamental que condiciona grandemente la
evolución y pronóstico final de la infección.
XIII. L.monocytogenes es la especie más patógena del
género Listeria, y manifiesta un tropismo característico
tanto por el hígado, como por todos los órganos linfoides.
L. ivanovii no es capaz de provocar lesiones en los órganos
linfoides pero sí en el hígado. Consecuentemente con ello,
su grado de patogeneicidad es ostensiblemete inferior al de
L.monocytogenes.
XIV. La técnica de peroxidasa-antiperoxidasa (PAP),
debido a sus características de sensibilidad y especificidad
en la detección de Ag, es una técnica muy útil para el
diagnóstico y estudio de la patogenia de la listeriosis.
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8.1.1. Formol tamponado al 10%, pH 6.8-7.0
(Bancroft y Stevens, 1982)
Formalina al 40% 100 ml.
Agua destilada 900 mi .
Fosfato monosódico (PO4H2Na.1H20) 4 gr.
Fosfato disódico (PCUHNa2) 6.5 gr.
8.2. Adhesivos
8.2.1. Albúmina glicerinada de Mayer (Luna, 1968)
Clara de huevo 50 mi .
Glicerina 50 mi .
Timol un cristal
Mezclar la clara de huevo y la glicerina y filtrar con
un papel de filtro (Si se filtra al vacío se acelera el
proceso). Añadir el cristal de timol y conservar a 49c.
8.2.2. Solución de poli-L-lisina al 0.1%
(Huang y col. , .1983)
Poli-L-lisina hidrobromuro 10 gr.
(Peso molecular 70.000-150.000) 100 mi.
Conservar la solución a -2QQC
8.3. Soluciones y colorantes utilizados en las técnicas
histológicas de rutina
8.3.1. Hematoxilina de Mayer (Luna, 1968)
Cristales de hematoxilina 1 gr.
Agua destilada 1.000 mi.
Yodato sódico 0.2 gr.
Alumbre potásico (SO^)2AlK.12H20) 50 gr.
Acido cítrico 1 gr.
Hidrato de cloral 50 gr.
Disolver el alumbre en el agua sin calentar. Añadir la
hematoxilina y cuando este disuelta añadir el yodato
sódico, el ácido cítrico y el hidrtado de cloral.
Mantener en agitación hasta que esté bien disuelto.
.3.2. Eosina al 1% (Modificado de Luna, 1968)
Eosina Y 1 gr
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Agua destilada 100 ml .
Acido acético 1-2 gotas
Mezclar todos los componentes y agitar.
3.3. Solución de Hucker - Conn (Bancroft y Stevens, 1982)
Cristal violeta 2 gr.
Etanol 95% 20ml.
Oxalato amónico 0,8 gr.
Agua destilada 80 ml .
Disolver el yoduro en 2-3 mi de agua y luego disolver
los cristales de yodo. Añadir el resto del agua
destilada.
3.4. Solución yodada de lugol (Bancroft y Stevens, 1982)
Yodo metálico 1 gr.
Yoduro potásico 2 gr.
Agua destilada 100 mi .
Disolver el cloruro potásico en 2-3 ral. de agua
destilada y después añadir dos cristales de yodo
metálico y diluir con el resto del agua destilada.
8.4. Soluciones y tampones para inmunohistología
8.4.1. Tampón tris-salino (TBS) 0.05M / pH 7.6
Solución madre (TB)
Tris (hidroximetil)-aminoetano 15.14 gr.
Agua destilada 152.5 mi.
Acido clorhídrico IN 115 mi .
Se ajusta el pH a 7.6 con el ácido clorhídrico de
manera que conviene empezar a controlar el pH a partir
de los 95 mi.
Solución de trabajo (TBS)
Tampón Tris (Solución madre) 100 mi.
Cloruro sódico 0.15M 900 mi.
8.4.2. Tampón iroidazol 0.07M / pH 7.1.
Imidazol 1.5 gr.
Acido clorhídrico IN 11.25 ral.
Agua destilada 336 mi .
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Ajustar el pH, si es necesario, a 7.1
8.4.3. Solución inhibidora de la peroxidasa endógena
Metanol purísimo 236 ml .
Hidrógeno peróxido al 33% p/v 4 mi .
8.4.4. Solución de diaminobenzidina (DAB)
(Graham y Karnovsky, 1966)
Tampon imidazol 240 ml .
3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloro(DAB) 0.12 gr.
Peróxido de hidrógeno 84 ul .
Disolver el DAB en el tampon imidazol. El peróxido do
hidrógeno se añade justo antes de emplear la solución.
8.5. Referencias del material utilizado
8.5.1. Reactivos
Acetona Ref. 141007 (Panreac)
Acido acético glacial Cod. 131008 (Panreac)
Acido cítrico Cod. 403725 (Carlo Erba)
Acido clorhídrico (IN) Cod. 181021 (Panreac)
Alcohol etílico Cod. 131086 (Panreac)
Alcohol metílico purísimo ... Cod. 131091 (Panreac)
Alumbre crómico Art. 1036 (Merck)
Alumbre potásico Art. 1047 (Merck)
Benceno Cod. 131192 (Panreac)
Benzoato de metilo Cod. 141949 (Panreac)
Cloruro sódico Cod. 141659 (Panreac)
Cristales de Hematoxilina. . . . Art. 4305 (Merck)
Cristal violeta Ref. 1408 (Merck)
DAB D-5637 (Sigma)
í 3,3' diaminobenzidina tetrahidrocloro)
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Eosina amarilla Art. 9093 (Merck)
Eukitt Kindler GmbH y Co. , Friburgo
Fosfato monosódico Cod. 131965 (Panreac)
Fosfato disódico Cod. 131679 (Panreac)
Formaldehido al 40% Art. 3999 (Merck)
Gelatina purísima Cod. 142060 (Panreac)
Glicerina Cod. 453751 (Panreac)
Hematoxilina de Mayer Art. 4305 ..... (Merck)
Hidrato de clorai Art. 2425 (Merck)
Imidazol Ref. 56750 (Fluka)
Oxalato amónico Ref. 1192 (Merck)
Peróxido de hidrógeno Cod. 141076 (Panreac)
Paraplast Plus Ref. HRI 9685-502004
Monoject Scientific
Poli-L-Lisina hidrobromuro .. Ref. 1274 ..... (Sigma)
Timol Art. 8167 (Merck)
TRIS Art. 8382 (Merck)
(tris (hidroximetil)- aminoetano)
Xileno purísimo Cod. 141769 (Panreac)
Yodo metálico Ref. 455959 (Erba)
Yoduro potásico Cod. 131542 (Panreac)
Yodato sódico Art. 6525 (Merck)
8.5.2. Antisueros
Suero de conejo anti L.monocytogenes l/2a ... Fac. Vet. Madrid
Suero de conejo anti L.monocytogenes 3a Faç. Vet. Madrid
Suero de conejo anti L.monocytogenes 4b Faç. Vet. Madrid
Suero de conejo anti L.ivanovii 5 Faç. Vet. Madrid
Suero de cabra anti IgG de conejo
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GAR/IgG (Fe) Ref. N09-097 Nordic
Complejo peroxidasa antiperoxidasa de conejo
R/PAP Ref. N15-004 Nordic
8.5.3. Aparatos
Agitador magnético Selecta Mod. Agimatic S-243
Balanza de precisión Sartorius ... Mod. 1409 MP8
Congelador (-80QO Reveo Mod. ULT 1386
Congelador/frigorífico New Pol Mod. NP 350
Estufa de 20-60SC Selecta Mod. S-207
Inclusor de parafina automático
British American Optical Mod. Histokinette
Microtomo de rotación Reichert-Jung. Mod. 1130/Biocut
pH-metro Crison Mod. micropH 2000
Pipetas de precisión Brand
Unidad formadora de bloques . Reichert-Jung. Mod. Histostat
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